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Özet: Bu çal›flmada polimeraz zincir tepkimesiyle (PCR) ço¤alt›lan s›¤›r vebas› virüsünün (rinderpest virus; RPV) füzyon (F) geninin
klonlama vektörüne yerlefltirilmesi ve rekombinant vektörün Escherichia coli’de klonlanmas› rapor edilmifltir. Bu amaçla; öncelikle
RPV’in afl› suflu ile infekte edilen Vero hücrelerinden elde edilen viral RNA’lardan tersine transkripsiyon yöntemiyle cDNA
kütüphaneleri oluflturuldu. Daha sonra, bu cDNA’lar ve füzyon genine özgül primerlerle gerçeklefltirilen PCR ile RPV’in F geni
ço¤alt›ld›. Ço¤alt›lan F geni ve klonlama vektörü olarak seçilen pUC19 plazmidi EcoRI-HindIII enzimleriyle sindirildi. F geni T4 DNA
ligaz enzimi kullan›larak plazmid içerisine yerlefltirildi. Elde edilen rekombinat plazmid E. coli hücrelerine transforme edildi.
Transforme olan hücrelerin seçimi ve ço¤alt›lmas› ampisilin içeren Lurie-Bertani (LB) agar ile LB s›v› besi yerinde gerçeklefltirildi.
Rekombinant plazmidde (pUCF) F geninin varl›¤›, PCR ve enzim kesim yöntemleriyle do¤ruland›.
Anahtar Sözcükler: S›¤›r vebas› virüsü, füzyon geni, klonlama.

Amplification of the Fusion Gene of Rinderpest Virus by Polymerase Chain
Reaction and Cloning in Bacteria
Abstract: In this study, amplification of the rinderpest virus (RPV) fusion (F) gene with polymerase chain reaction (PCR) and cloning
of the F gene in Escherichia coli were reported. For this purpose, first total mRNA from Vero cells infected with vaccine strain of
RPV was obtained and then cDNA from this mRNA preparation was acquired with reverse transcription. In PCR, cDNA from infected
Vero cells and F gene specific primers were used and the F gene was amplified. Both the PCR product and the cloning vector pUC19
were cut with EcoRI and HindIII restriction enzymes. By using T4 DNA ligase, insert and vector were ligated. The resulting
recombinant plasmid was used in the transformation of DH5∝ competent E. coli cells. The transformed cells were inoculated onto
Lurie-Bertani (LB) agar plates containing ampicillin. The presence of the RPV-F gene in the recombinant plasmid pUCF was confirmed
with both the PCR and restriction enzyme digestion assays.
Key Words: Rinderpest virus, fusion gene, cloning.

Girifl
S›¤›r vebas› virüsü, ruminantlarda akut, ateflli, oldukça
bulafl›c› ve yüksek oranda ölümle sonlanan hastal›¤›n
etkenidir. Hastal›k sindirim sisteminin yayg›n nekrozu ve
erozyonu ile karakterize olup, hastal›kta klinik olarak kanl›
ishal belirgindir (1). Etkin savafl›m neticesinde, bu hastal›k
birçok ülkede tam olarak eredike edilmifltir. Ancak,
hastal›k ülkemizin de aralar›nda bulundu¤u pek çok ülkede
s›¤›r yetifltiricili¤ini tehdit eder durumdad›r (2, 3).

S›¤›r vebas› virüsü Paramyxoviridae ailesinin
Morbillivirus cinsinde yer al›r ve virüsün bu cinste bulunan
insanlardaki k›zam›k (measles virus; MV), köpeklerin
gençlik hastal›¤› (canine distemper virus; CDV) ve küçük
ruminant vebas› (peste des petits ruminants virus; PPRV)
virüsleriyle yak›n antijenik benzerli¤i bulunmaktad›r. Bu
nedenle, bu virüslere karfl› oluflan antikorlar aras›nda
çapraz tepkime oluflmaktad›r (4, 5).

* Bu çal›flma F›rat Üniversitesi Araflt›rma Fonu (FÜNAF) taraf›ndan 127 nolu proje ile desteklenmifltir.
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Paramyxoviridae ailesindeki virüsler genom olarak
negatif anlaml›, tek iplikli RNA’ya sahiptirler. Viral genom
taraf›nda en az 6 tane viral protein kodlanmaktad›r. Bu
proteinler; large (L), fosfoprotein (P), hemaglutinin (H),
nükleokapsid (N), matriks (M) ve füzyon (F) proteinleridir
(4, 5, 6).
Hemaglutinin ve F proteinleri paramiksovirüslerin
zar›nda bulunan glikoproteinlerdir. Hemaglutinin proteini
infeksiyonun bafllang›c›nda hedef hücre reseptörlerine
virüsün ba¤lanmas›n› sa¤lamaktad›r. Füzyon proteini ise
virüsle hücre membran›n›n kaynaflmas›n› sa¤layarak
virüsün hedef hücreye penetre olmas›n› temin etmektedir
ve F proteini virüsün hücreden hücreye do¤rudan geçiflini
sa¤lamas› sebebiyle de persistan paramiksovirüs
infeksiyonlar›n›n oluflmas›ndan sorumlu tutulmaktad›r.
Yukar›da belirtilen aktiviteleri sebebiyle, F proteini
paramiksovirüs infeksiyonlar›n›n oluflumunda gerekli bir
proteindir (7, 8).
Virüsün endemilere sebep oldu¤u ülkelerde hastal›kla
savafl›mda en etkin yöntem koruyucu afl›lamad›r.
Günümüzde, s›¤›r vebas› hastal›¤›na karfl› koruyucu amaçl›
afl›lamalarda yayg›n olarak doku kültüründe zay›flat›lm›fl
canl› afl›lar kullan›lmaktad›r ve bu afl›lar›n immunizasyon
etkinli¤i yüksektir. Ancak, üretiminin pahal› olmas› ve
›s›ya oldukça duyarl› bulunmalar› bu afl›lar›n dezavantajlar›
olarak bilinmektedir (3). Özellikle mevcut afl›lar›n ›s›ya
duyarl›l›klar›, ülkemizin de aralar›nda bulundu¤u ve
hastal›¤›n zaman zaman endemik olarak görüldü¤ü s›cak
iklime sahip ülkelerde, afl›lama programlar›ndaki aksama
ve baflar›s›zl›klar›n ilk sebebi olarak kabul edilmektedir.
Bu nedenle, son y›llarda RPV’ye karfl› afl›lamada
kullan›lmak üzere alternatif afl›lar›n üretilmesi çal›flmalar›
yo¤unlaflm›flt›r. Bu çal›flmalarda, ço¤unlukla seçilmifl
öncelikli hedefler RPV’nin H ve F proteinleridir (9, 10,
11, 12).
Bu çal›flmada, RPV ile infekte Vero hücrelerinde elde
edilen RNA’lar kullan›larak, tersine transkripsiyon ve PCR
ile RPV’in F gen bölgesinin ço¤alt›lmas›, ço¤alt›lan F
geninin pUC19 plazmidi içerisine yerlefltirilmesi ve
rekombinat plazmidle transforme edilen E. coli
hücrelerinde F geninin klonlanmas› amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot
Hücre ve virüs; Yeflil maymun böbrek hücreleri
(Vero) % 10 fötal s›¤›r serumu (Sigma, St. Louis, MO,
ABD), 100 IU/ml penisilin ve 100 µg/ml streptomisin
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içeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)’da
üretildi. Çal›flmada virüs olarak RPV’in hücre kültürüne
adapte afl› suflu kullan›ld›.
Toplam RNA izolasyonu; Tek tabaka oluflturan Vero
hücreleri RPV afl› suflu ile infekte edildi. Virüsün sitopatik
etkisinin hücrelerin yaklafl›k % 80’inde belirlendi¤i 3.
günde infekte hücrelerde toplam RNA izolasyonu TRI
reagent (Sigma) kullan›larak yap›ld› (13).
Tersine Transkripsiyon ve PCR; RPV ile infekte Vero
hücrelerinden izole edilen toplam RNA’lardan random
heksanükleotitler kullan›larak RT kitiyle cDNA’lar elde
edildi (14). Bu cDNA’lar›n kal›p olarak kullan›ld›¤› ve F
genine özgül ve enzim tan›ma bölgelerini içeren
primerlerle (F1; 5’-cau cau cau cau ccg aat tca cca tga aga
tct tat tt-3’ ve F2; 5’-cua cua cua cua cca agc ttc tac agt
gac cgt ac-3’) gerçeklefltirilen 32 siklus PCR neticesinde,
F geninin ço¤alt›lmas› gerçeklefltirildi (15). Ço¤alt›lan F
geni % 1,5’luk agaroz jelde etidyum bromid ile boyanarak
belirlendi (16).
Füzyon Geninin Agarozda Purifiye Edilmesi; PCR ile
ço¤alt›lan yaklafl›k 1640 nükleotit uzunlu¤undaki F geni
agaroz jelden purifiye edildi. K›saca; PCR ürününün
agaroz jelde elektroforezinden sonra UV ›fl›k alt›nda F
band› belirlendi. Bu bant k›sm› kesildi ve kesilen jel k›sm›
1,5 ml’lik tüplere b›rak›ld›. Tüpe jelin 5 kat› volümde 20
mM Tris HCl (pH 8.0) ve 1 mM EDTA (pH 8.0) ilave
edildi. Tüp 65 °C’ye ›s›t›ld› ve üstüne fenol-klorform ilave
edildi. Vorteksleme ve 4000 rpm’de 10 dak. santrifüjü
takiben üsteki s›v› faz yeni bir tüpe aktar›ld›. S›v› faz›n
üstüne 10 M amonyum asetat ve etanol ilave edilip, tüp +
4 °C’de 1 gece beklemeden sonra 5000 rpm’de 20 dak.
santrifüjle DNA elde edildi (16).
Füzyon Geninin pUC19 Vektörüne Yerlefltirilmesi;
Füzyon geninin klonlanmas›nda standart moleküler
biyoloji yöntemleri kullan›ld› (16). Klonlama vektörü
olarak pUC19 plazmidiyle çal›fl›ld›. Plazmid, E. coli
DH5α’ya CaCl2 metoduyla transforme edildi. Bu amaçla,
kompetan hücre olarak LB s›v› besi yerinde üretilen E.
coli’nin DH5α suflu kullan›ld›. S›v› besi yerinde üretilen E.
coli hücreleri CaCl2’le kompetan hale getirildi ve bu
hücrelerin üstüne agaroz jelde purifiye edilen pUC19
plazmid DNA’s› ilave edilip, hücreler 4 °C’de 30 dak.
bekletildi. Daha sonra, hücreler 42 °C’de 45 sn tutularak,
hücrelerin plazmid DNA’s› ile transformasyonu sa¤land›.
Bu ifllemden sonra, hücreler 4 °C’de 2 dak. bekletilip, LB
s›v› besi yerine daha sonra 100 µg/ml ampisilin içeren LB
agar pleytlerine ekildi ve transformasyona u¤rayan E coli
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kolonileri tespit edildi. Bu kolonilerdeki hücrelerin
ampisilin içeren LB s›v› besi yerinde üretilmesiyle plazmid
DNA’lar› elde edildi. Plazmid DNA’lar› ve agarozda purifiye
edilen F geni PCR ürünü EcoRI-HindIII enzimleriyle
sindirildi. Restriksiyon enzimleriyle sindirimden sonra,
hem insert hem de vektör DNA’s› agaroz jelde
elektroforez edilip, saflaflt›r›ld›. Füzyon geninin plazmid
DNA’ya yerlefltirilmesi, bakteriofaj T4 ligaz enzimi
kullan›larak, 16 °C’de 12 saatte gerçeklefltirildi.

E.
coli’ye
Rekombinant
Plazmidin
Transformasyonu; Ligasyon iflleminden sonra, elde
edilen plazmidler CaCl2 metoduyla E. coli’ye transforme
edildi ve rekombinant plazmidle transformasyona
u¤rayan hücreler seçildi (16).
Rekombinant Plazmidde F Geninin Gösterilmesi;
Ampisilinli besi yerinde ço¤alt›lan transforme E. coli
hücreleri santrifüj edildi ve bu hücrelerdeki plazmid
DNA’s› alkali liziz metoduna göre elde edildi (16).
Rekombinant DNA’larda F geninin varl›¤›, ilk olarak bu
DNA’lar›n EcoRI-HindIII enzimleriyle kesilmesiden sonra
1640 baz çifti (bp) uzunlu¤unda parçan›n % 1,5’luk
agaroz jelde gösterilmesiyle belirlendi. Ayr›ca,
rekombinant DNA’n›n kal›p olarak kullan›ld›¤› ve F genine
özgül primerlerle yap›lan PCR sonucunda agaroz jelde
1640 bp DNA gösterildi. Rekombinant plazmid DNA’larda
F geni bulundu¤unu göstermek için ise ek bir do¤rulama
deneyi olarak, bu gen üzerinde tek tan›ma bölgesine sahip
olan KpnI enzimiyle de kesim yap›ld›. F geni üzerinde tek
bir KpnI enzimi tan›ma bölgesi bulunmaktad›r ve KpnI ile
sindirilme sonunda 545 ve 1096 bp uzunlu¤unda iki
parça elde edilmektedir.

fiekil 1.

RT-PCR ürünlerinin % 1,5’lik agaros jelde elektroforezi.
Hat 1-3 ve 4; rinderpest virüs F geni, Hat 2, 5 ve 6;
rinderpest virüs H geni, Hat 7; HindIII ile kesilmifl Lambda
DNA markeri.

fiekil 2.

pUCF’in F geni içerdi¤inin PCR ve enzim kesim yöntemiyle
gösterilmesi. Hat 1; 1640 bp’lik PCR ürünü, Hat 2; EcoRIHindIII ve KpnI’le kesilen pUCF, Hat 3; EcoRI-HindIII ile
kesilen pUCF, Hat 4; kesilmemifl rekombinant pUCF, Hat
5; kesilmemifl pUC19 plazmid DNA’s›, Hat 6; HindIII ile
kesilmifl Lambda DNA markeri.

Bulgular
S›¤›r vebas› virüsüyle infekte Vero hücrelerinden elde
edilen toplam RNA’lar›n tersine transkripsiyondan sonra,
füzyon genine özgül primerler kullan›larak yap›lan PCR
amplifikasyonu neticesinde yaklafl›k 1640 bp
uzunlu¤unda F geni elde edilmifltir (fiekil 1).
Füzyon geninin pUC19’a ligasyonu ve bu ligasyon
ürünlerinin E. coli’ye transformasyonundan sonra elde
edilen rekombinant plazmid pUCF DNA’s› içinde F geninin
varl›¤›n›n belirlenmesi amac›yla gerçeklefltirilen PCR ve
restriksiyon enzimi kesim analizleri fiekil 2’de
gösterilmifltir. Rekombinant plazmid pUCF DNA’s›yla
gerçeklefltirilen PCR deneyinde yaklafl›k 1640 bp gen
segmenti agaroz jelde belirlenmifltir (fiekil 2, Hat 1).
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Rekombinant plazmid pUCF DNA’s›n›n EcoRI-HindIII ve
KpnI enzimleriyle kesilmesi neticesinde plazmid DNA’ya
ilave olarak 545 ve 1095 bp uzunlu¤unda gen
segmentleri elde edilmifltir (fiekil 2, Hat 2). Rekombinant
plazmid pUCF DNA’s›n›n EcoRI-HindIII enzimleriyle
kesilmesinden sonra da 1640 bp’lik F geni saptanm›flt›r
(fiekil 2, Hat 3). Polimeraz zincir tepkimesiyle ço¤alt›lan
F geninin pUC19’a yerlefltirilmesi sonucunda yaklafl›k
4326 bp’lik rekombinant plazmid DNA’s› % 1,5’lik
agaroz jelde görüntülenmifltir (fiekil 2, Hat 4).
Tart›flma
Füzyon proteini Paramyxoviridae ailesindeki virüslerin
zar›nda bulunan ve virüs infeksiyonunun flekillenmesinde
önemli olan bir glikoproteindir. Bu protein hücreye
ba¤lanan virüsün hücre içerisine girmesini sa¤lamaktad›r.
Ayr›ca, virüsün infekte hücrelerden komflu hücrelere
do¤rudan geçifli F proteininin fonksiyonu ile
gerçekleflmektedir (7, 8).
Virüs
infeksiyonunun
oluflmas›ndaki rolüne ilave olarak, füzyon proteini
konakç›da koruyucu immun yan›t›n flekillenmesinde de
önemlidir. Bu proteine karfl› oluflan antikorlar virüsü
nötralize etme yetene¤indedir. Bu nedenle, RPV’üne karfl›
etkili bir immun yan›ttan söz edebilmek için öncelikli
olarak konakç›da H ve F proteinine özgül antikorlar›n
oluflmas› temin edilmelidir (4, 5, 7, 8, 17).

Gerek virüsün yaflam siklusundaki gerekse konakç›
immun yan›t›ndaki önemi nedeniyle, F geninin
klonlanmas› ve aç›klat›lmas›, rekombinant DNA
yöntemleriyle elde edilen F proteinin subunit afl›larda
kullan›mlar›yla ilgili bir çok çal›flma rapor edilmifltir (12,
16, 17, 18, 19).
Yap›lan çal›flmalarda, RPV’in F mRNA’s›n›n birden
fazla aç›k okuma bölgesine (open reading frame; ORF)
sahip oldu¤u belirlenmifltir. Ancak, ikinci sinyalden
bafllayan 1640 nt’lik gen k›sm›n›n aç›klanmas›yla 62 kDa
moleküler a¤›rl›¤›nda bir ön proteinin (Fo) ortaya ç›kt›¤›
ve bu yap›s› ile bu proteinin fonksiyonel olmad›¤›
belirtilmifltir. Sentezden sonra, bu protein hücresel
proteazlarla fonksiyonel formlara (F1 ve F2) kesilmektedir
(18, 20, 21, 22). Bu nedenle, bu çal›flmada PCR için
primerler seçilirken 1640 nükleotitlik Fo geninin
ço¤alt›lmas› amaçlanm›fl ve bu k›sm›n klonlanmas›
gerçeklefltirilmifltir.
Mevcut çal›flmada, PCR’la ço¤alt›lan ürünlerin
klonlanmas› için pUC19 plazmidi kullan›lm›fl ve F geninin
klonlanmas› baflar›yla gerçeklefltirilmifltir. Füzyon geninin
aç›klama plazmidine yerlefltirilmesi ve aç›klat›lmas›
çal›flmalar› devam etmektedir. Aç›klat›lmas› düflünülen F
proteininin tan›sal kitlerin haz›rlanmas›nda ve
immunizasyon çal›flmalar›nda kullan›m› öncelikli amaçt›r.
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